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論 文 内 容 要 旨
脳血管障害は,我国を初めとする先進諸国において三大死亡原因の一つであり,さ らにそれによる後遺
症すなわち精神 ・身体障害によって社会復帰が妨げられている患者が数多 く存在する。 これらの後遺症を
抑え,患者のqualityoflifeの改善および介護をいかに容易にす るかが今 日の重要 な課題である。従 っ
て,よ り優れた脳血管障害治療薬が期待され開発が行われてきた。 しか し,動物実験において脳虚血後の
神経機能障害あるいは神経細胞死を抑える薬物が数多 く報告されているにも拘わらず,臨床での治療効果
は証明されていない。 しかし,脳血管障害を薬で治療することが社会か ら要請 されている問題である限り,
各種の脳虚血モデルを用いた多方面か らの検討は重要な研究課題である。脳虚血モデルはその虚血領域に
よって,脳全体が虚血に陥る 「全脳虚血」(この場合,前 脳虚血 も含む)と,脳 の主幹動脈の閉塞 などに
より脳の一部が虚血になる 「局所脳虚血」 に分類 される。これ らの数多い脳虚血モデルの中か ら研究 目的
に合 ったモデルを選択することは,脳血管障害治療薬を開発する上で極めて重要である。
脳血管障害に起因 した脳血管性痴呆はAlzheimer型痴呆とな らんで高齢者の痴呆性疾患 として大 きな
社会問題になっている。脳は高次機能を司る器官であり個々の脳部位が特定の役割を担 っているため,障
害を受ける部位によって一定の神経学的症状が誘発されることになる。すなわち脳虚血モデルにおいて痴
呆症状を評価目的とした場合は,梗塞部位が臨床病態と類似性の高いことが重要である。臨床 において,
中大脳動脈の穿通枝動脈の支配領域(内 包,尾状核,視 床)に 梗塞を発生 した患者では,注意力緩慢 ・記
憶喪失 ・感情鈍麻 ・意志欠如 ・精神運動制止などの神経学的症候を呈することが報告 されている。一方,
局所脳虚血モデルの一種である,polyvinylacetate(PVA)を塞栓子 として内頚動脈か ら脳 内へ注入す
るモデルにおいて も,上記 と類似 した部位に梗塞巣が認め 亀れることが報告されている。そこで,本 研究
では初あに痴呆症状に着目し,PVA脳塞栓モデルにおける学習行動にっいて明確 にす ることにより,本
モデルが脳血管性痴呆モデルとして有用であるかどうか解析 した(第1編)。
痴呆症状に着目する他に脳血管障害による神経細胞死に着 目し,1細胞死誘発機序について研究すること
も治療薬開発のための重要な研究の一っである。 このためには,虚血時間や虚血部位を厳密にコントロー
ルすることが可能な脳虚血モデルを選択する必要がある。スナネズ ミの両側総頚動脈閉塞による全脳虚血
モデルにおいては,5分 間の短時間虚血により海馬のCA1領域の遅発性 に神経細胞死が認められ る。虚
血性の神経細胞死に対 しては,興奮性ア ミノ酸のglutamateが重要な役割を果 た していると考え られて
いるが,虚血 による影響 は,glutamate作動性神経系に特異的なものではない。 モノア ミンおよびコリ
ン作勲性神経系は,情動および記憶などの精神機能に関係の深いことが知 られてお り,さ らに,各々の神
経系が神経細胞死に対 し抑制的あるいは促進的な役割を果たしていることも報告されている。そこで,ス
ナネズ ミの全脳虚血モデルにおいて,モ ノア ミンおよびコリン作動性神経系の変化を明確にすることによ
り虚血性神経細胞死の誘発機序にっいて解析 した(第2編)。
局所脳虚血モデルは頭蓋内血管の閉塞により梗塞巣が形成 されるモデルであるため,発症原因あるいは
障害部位における組織形態学的な変化 という観点か らすると,全脳虚血モデルよりも臨床病態を反映 した
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モデルである。なかで も,中大脳動脈閉塞モデルは,第1編 における脳塞栓モデルとは異なり,安定 した
梗塞巣を形成できることが特長である。さらに,近年,従来の中大脳動脈閉塞モデルのように頭蓋骨の開
頭あるいは眼窩を介さずに,内頚動脈から糸付き塞栓を挿入 し中大脳動脈起始部を閉塞させ,そ の糸を抜
き取 ることにより再灌流を行う方法が開発された。局所脳虚血モデルにおいても,その組織損傷に対 して
glutamateの関与が重要であると考えられているが,そ の変化を虚血中と虚血再灌流後 に測定 した報告
は少ない。神経伝達物質としてのア ミノ酸には,glutamate以外にも,γ一aminobutyricacid(GABA)
およびtaurineが抑制性アミノ酸 としての機能を有 しており,興奮性ア ミノ酸と抑制性ア ミノ酸のバ ラン
スの崩壊が細胞死の誘発に重要であると考えられている。細胞外の神経伝達物質量を測定する方法として,
脳内へ透析 プローブを挿入することによって,同一固体で経時的変化を測定することのできるmicrodialysis
法が有用である。 この方法を用いて,上記の中大脳動脈閉塞モデルにおいて,細胞外アミノ酸濃度変化を
解析 した(第3編)。
血 励oの 脳虚血モデルにおいては,末梢の影響,あ るいは各々の神経がネットワークを形成する中で,
各種の因子が重なりあって複雑な虚血病態を形成する。 この点,培 養神経細胞 を用 いたiπ臨roの実験
系においては,均一な条件下での実験が可能であり実験環境 も厳密に規制できるため,神経細胞への直接
作用を明確にすることが可能である。 しか し,その培養条件(培 地組成,培 養期間,グ リア細胞の混入度)
によって異なる結果が得 られることも事実であり,再現性のある結果を得るためには血清のような不安定
な因子を除くことが必要である。そこで,無血清培地で培養 したラット大脳皮質由来の初代培養細胞を用
いて,低酸素性神経細胞死誘発の可能性とglutamateの関与について解析 した。 さらに,低 酸素性神経
細胞死に対 して,脳虚血モデルで有効性の認め られている薬物あるいは効果が期待される薬物の作用 につ
いて解析 した(第4編)。
第1編 ラッ ト実験的脳塞栓モデルにおける記憶学習に及ぼす影響
PVA脳塞栓 モデルでは,中大脳動脈の穿通枝動脈であるレンズ核線条体動脈の支配領域(内 包,線 条
体,視 床の前部)が 強 く損傷された。 しか し,本モデルにおいては梗塞巣の分布あるいは大 きさに個体差.
が認められることが欠点であった。この梗塞巣のばらつ きは,脳塞栓モデルに一般的にみられる問題であ
る。
学習実験においては,受動的回避学習実験で,PVA脳塞栓 により,暗室へ移行す るまでの潜時が短縮
する傾向が認あられたが有意な変化ではなかった。また,水迷路学習実験において,学習獲得過程および
記憶の保持がPVA脳 塞栓により障害されることが明らかになった。この水迷路学習障害の程度 と,内 包
での組織損傷の程度に相関関係がみられた。
本モデルで組織損傷の頻度が高かった内包は,皮質一視床間の求心性および遠心性の神経線維連絡が存
在 し,中脳 ・橋 ・延髄 ・脊髄等への遠心性の投射も含む部位である。そのため,内包の病変により種々の
線維連絡が切断され,脳 内各部位に障害が及んだ結果,学 習障害が誘導 されたと考え られ,PVA脳 塞栓
モデルが脳血管性痴呆の動物モデルとして有用であることが示唆された。
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現在,脳 血管 障害治療薬 と して開発 を進 めているprostaglandinI2誘導体(TTC-909)の学 習障害 に
対す る作用 について本 モデルを用 いて解析 した結果,TTC-909投与 によ り学習障害が有意 に改善 され る こ
とが明 らか にな った。
第2編 スナネズ ミ両側総頚動脈閉塞 による全脳虚血 モデルにおけるモノアミンな らびに コ リン作動性 神
経系 の変化
スナ ネズ ミの5分 間両側総頚動脈閉塞 によ って,虚 血 中におけ るモノア ミンとacethylcholine(ACh)
遊離 の増加 あるいはACh合 成 の抑制 と,再 灌流後 のnoradrenaline(NA)合成 の抑制,ser6tonin(5-
HT)とdopamine(DA)代謝 の充進,お よびAChの 一 過性の合成充進 が誘導 され た。 また,再 灌 流後
のDA代 謝 の元進 によ って,多 量 の活性酸素 の発生 が誘導 され,細 胞死の原 因 にな ることが考 え られ た。
これ らの モノア ミンお よびコ リン作動性神経系の変化 が神経細胞死の誘発 に対 して何 らかの制御 を行 って
い ることが示唆 され た。
次 に,こ れ らのモノア ミン神経系の変化 に対 してminaprineの作 用 につ いて解析 した。Minaprineは,
monoamineoxidase(MAO)阻害作用 を有 し,臨 床 において各種 の うっ症 状 に有効 性 を示す 化合 物 で
あ る。 また,ス ナネズ ミ5分 間両側総頚動脈 閉塞後 の海馬 にお ける脳波異常 や遅発性神経細胞死 を抑制 す
ることが報告 されて いる。Minaprineを虚血 負荷前 に投与 する ことによ り,再 灌 流後 のDAのMAO代
謝 物 の増加が抑制 され,こ の結果minaprineはDA代謝元進 に伴 う活性 酸素 の発生 を抑 制 す る こ とが,
神経細 胞死 の抑 制機序 の一 っであ ることが示唆 され た。
第3編 ラッ ト中大脳動脈閉塞による局所脳虚血モデルにおける細胞外アミソ酸濃度の変化
糸付 き塞栓によって中大脳動脈を閉塞する本モデルにおいては,前側頭葉皮質および線条体の外側部分
である尾状核に再現性のよい梗塞巣が認められた。1時 間の中大脳動脈閉塞により,「尾状核において,細
胞外glutamate濃度は虚血前値の約9倍 に,aspartateは約12倍に増加 し,そ れぞれ虚血 開始 か ら20分
後には定常状態に達 した。 これらの増加は,再灌流20分後には速やかに虚血前 レベルまで回復 した。局所
脳虚血モデルでは,神経細胞だけではなくそれ以外の細胞を含めた梗塞巣が形成 される。 このような非特
異的な損傷にも拘 らず細胞外のglutamate濃度が増加 したことは,glutamateが局所脳虚血モデルにお
いて もその組織損傷に関与することを示唆 している。
一方,GABAあるいはtaurineは,細胞死を軽減する方向に作用すると考え られているが,本 モデル
においてGABAお よびtaurineは虚血時間に依存 して増加 し,虚血1時 間後ではそれぞれ虚血前値 の約
140お.よび25倍を示 した。 また,再 灌流後にGABAは約1時 間で基礎 レベルまで回復 し,taurineは緩や
かに回復するが4時 間後の時点でも基礎 レベルの2倍の値を示 した。 これらの抑制性のア ミノ酸の虚血に
よる変化 は,興奮性ア ミノ酸 よりも顕著であり,両者のバランスの崩壊が細胞死の誘発に影響 しているこ
とが示唆 された。
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第4編 ラット大脳皮質由来培養細胞における低酸素性神経細胞死誘発機序の研究
無血清培地において培養 した神経細胞において,K+濃度が5mMの 条件では,低酸素負荷 による細胞
死は認められず,K+濃度を25mMに高めて培養することによって細胞死が惹起された。同時に,培 地中
glutamateの上昇が認められ,glutamate受容体拮抗薬によって細胞死が抑制 された ことか ら,本 実験
系の低酸素性神経細胞死にもglutamate受容体を介 した機序の関与が示唆された。 この培養神経細胞は
GABA放出という神経細胞機能 も有 しており`π漉roの低酸素性神経細胞死を評価す るたあの実験系 と
して有用であることが示唆された。 この低酸素性神経細胞死に対 して,活 性酸素 の関与あるいはGABA
による保護作用が認められ,こ れ らの結果は脳虚血モデルにおける結果 と一致 した。また,本 実験系にお
いて,新 規化合物で脳挫傷あるいは脳梗塞後の意識障害改善薬 として開発を進めているVA-045について
解析 したところ,低酸素およびglutamate受容体刺激薬によって惹起される細胞死を抑制 した。
培養神経細胞を用いた実験は実験環境を厳密に調整することが可能で,よ り単純化された条件を設定で
きることが利点である。一方,実 際の脳虚血モデルにおいては,各種の因子が重なり合 った複雑な虚血病
態を形成すると言え,こ の培養系での結果だけで薬物の作用機序を論 じるのは危険ではあるが,脳 虚血モ
デルにおける薬物の効果を予測する方法としては優れた方法であると考えられる。さらに,脳虚血モデル
での有効性が前提にある場合には,神経細胞直接の作用機序 について解析するための手段 として有用であ
ると考えられた。
本研究において,読oεひoおよび 加 臨roの虚血性障害モデルを目的に応 じて選択 して各種の解析を行 っ
た。その結果,脳 の虚血病態は非常 に複雑であり,神経細胞死 あるいはそれに伴 う神経機能障害を抑制す
ることを目的 とする脳血管障害治療薬としては,glutamate作動性神経系の他,PGI2受容体,あ るいは
モノア ミン,コ リンおよびGABA作動性神経系等に多様な作用点を合わせ持つ薬剤が臨床的に有効であ
る可能性が強 く示唆され,今 後の脳血管障害治療薬開発のための大 きな指針が得 られたものと思われる。
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審 査 結 果 の 要 旨
脳血管障害は,先進諸国において三大死亡原因の一つであり,さ らに,その後遺症によって社会復帰が
妨げ られている患者が数多 く存在する。 したがって,,この後遺症を抑え患者のqualityoflifeの改善お
よび介護をいかに容易にするかが今 日の重要な課題である。脳血管障害の原因の90%以上 は脳虚血 に起因
した ものであるため,本研究 は各種の脳虚血モデルを用いて多方面からの解析を行 うことにより脳血管障
害改善薬を開発するための方法論の構築をめざした。
はじめに,polyvinylacetate(PVA)を内頚動脈か ら脳内へ注入す るラット脳塞栓 モデルにおいて,
学習実験で受動的回避反応の障害傾向と,水迷路学習の獲得および記憶の保持障害が誘発されること,ま
た,組織的には内包 ・線条体 ・視床の前部が強 く損傷されることを明らかにした。 この部位に梗塞を発症
した患者 においては痴呆症状がみられることか ら,神経機能障害 としての記憶学習障害を指標 としてPV
A脳 塞栓ラットを活用することにより,本 モデルは脳血管性痴呆に対す る薬物の有効性を予測す るたあ
に有用なモデルになることを示唆 した。
虚血性神経細胞死の誘発には,虚血によって遊離されるglutamateが重要 な役割を果た している と考
え られている。そこで,ラ ット中大脳動脈閉塞による局所脳虚血モデルにおいて,細 胞外glutamate濃
度の変化をmicro-dialysis法によって検討 し,!時間の虚血中にglutamateが虚血前値の約9倍 まで増
加することを明らかに した。虚血によるglutamateの増加は全脳虚血モデルでは既に報告 されているこ
とであるが,局所脳虚血モデルにおいて明 らかにしたのは本研究が初めてである。また,虚血による他の
神経系の変化 として,γ一aminobutyricacid(GABA)とtaurineの抑制性ア ミノ酸 も,虚 血 によって
細胞外へ遊離されることを明 らかにし,興奮性と抑制性のア ミノ酸のバランスの崩壊が細胞死の誘発に重
要であることを示唆 した。
さらに,ス ナネズ ミの5分間両側総頚動脈閉塞によって,虚血中と再灌流急性期にモノア ミンおよびコ
リン作動性神経系の遊離 ・合成 ・代謝が顕著に変化することを明 らかにし,これらの神経系の変化 も神経
細胞死の誘発に対 して何 らかの制御を行っていることを示唆 した。
さらに,無血清培地で培養 したラット大脳皮質由来の初代培養細胞を用いて,低酸素性神経細胞死を誘
発させる方法を確立 した。当初,低 酸素負荷による神経細胞死は誘発できなかったが・培地中のK+濃 塵
を25mMに高めて培養 した神経細胞では細胞死が誘発 されることを明 らかに した。.また,低 酸素負荷時.
に培地中のglutamate濃度が上昇すること,およびglutamate受容体拮抗薬によって細胞死が抑制 され
ること明 らかにし,低酸素性神経細胞死にもglutamate受容体を介する機序が関与することを示唆 した。
さらに,厩 伽oに おける脳虚血モデルで有効性が報告される薬剤の多 くが低酸素性神経細胞死を抑制す
ることを明 らかにし,本法は脳血管障害改善薬の評価に有用であることを示 した。
以上の一連の優れた研究成果により,本論文は博士(薬学)の 学位論文 として合格と認める。
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